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ITS1: internal transcribed spacer 1 
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SSC: saline sodium citrate 
SSCP: single strand conformation polymorphism 
SSR: simple sequence repeat 
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and McCouch 1997, Zamir 2001）。特に、生存に必要な特性である病害虫や環
























と B. olercaea の属間交雑が試みられ、初めて雑種個体が得られた。その後も、
Brassica 属内での種間交雑や、作物としても利用されている Sinapis 属、Eruca
属、Diplotaxis 属、更には、その他の近縁野生種との交雑が試みられている
（Warwick et al. 2009）。これまでの種・属間交雑の試みから、Brassica 属作
物の重要病害である根こぶ病（Xing et al. 1989, Akaba et al. 2009）や、ビー
トシスト線虫抵抗性（Lelivelt et al. 1993a, 1993b、Peterka et al. 2004）、種
子における油成分の向上（Brown et al. 1997、Wang et al. 2005）、光合成能の
向上（Yan et al. 1999）など、様々な特性を有した種・属間雑種や一染色体添
加系統の作出に成功しており、これらは有用な育種材料となる。Brassica 属作
物の種間雑種は、育種材料として有用なだけでなく、進化学的な研究にも利用
されている。Brassica 属では、古くから二倍体種の B. rapa（AA、2n=20）、





れる。これまでに、二倍体種である B. rapa と B. oleracea の種間交雑で人為
的に作出した合成異質倍数体（合成 B. napus）を、B. napus と比較すること
で、B. napus の種形成時には、ゲノムの再構成（Gaeta et al. 2007, Szadkowski 
et al. 2010）や、DNA メチル化の変化（Lukens et al. 2006）、トランスクリプ
トームの変化（Albertin et al. 2006, Gaeta et al. 2009）などの種形成に関わ
る現象が明らかにされている。 
	 このような種・属間雑種を作出するために、膨大な組合せの種・属間交雑が















が観察され、種間不和合性と呼ばれる（Dresselhaus et al. 2011）。種間不和合
性の発現と、柱頭の発育段階が密接に関係していると考えられており、蕾や老
化した花における柱頭では種間不和合性が弱いため、種間交雑を行っても正常
な花粉管の挙動が見られるようになる（Udagawa et al. 2010）。また、柱頭ま
たは花粉への高温処理（Ascher and Peloquin 1966、Matsubara 1981）や、
混合花粉の利用（Kunishige and Hirata 1978）などによって、種間不和合性
強度が低下し、種間交雑に成功した例もある。更に、植物種が限られるが、種
間不和合性反応が、柱頭や花柱で起こる場合が多いため、柱頭及び花柱を切除


























類似した動態が観察される（Murfett et al. 1996、Dresselhaus et al. 2011）。
自家不和合性における自己と非自己の識別は S遺伝子座にコードされる花粉側
S 因子と雌蕊側 S 因子によって制御されており、アブラナ科植物の自家不和合
性では，花粉側 S 因子として SP11/SCR というシステイン残基に富む低分子量
のタンパク質が（Schopfer et al. 1999、Takayama et al. 2000、Shiba et al. 
2001）、雌ずい側 S 因子として SRK が（Takasaki et al. 2000）それぞれ同定
されている。受粉の際、自家花粉の SP11 リガンドと乳頭細胞膜上の SRK 受容
体が結合することで、SRK が自己リン酸化され、不和合反応を誘起することが





られている（Murfett et al. 1996）。そのため、自家不和合性と種間不和合性に
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は関連した機構が存在すると考えられている（Chapman and Goring 2010）。
しかしながら、Udagawa ら（2010）は、B. rapa の柱頭上における B. oleracea
花粉の発芽及び花粉管の伸長においては、自家不和合性に関わる S 遺伝子座や






Preuss 2006、Higashiyama et al. 2006）、ゴマノハグサ科のトレニアを用いた
研究において、システインリッチな defensin－like（DEFL）タンパク質グルー
プに属する LURE（LURE1 及び LURE2）が花粉管の誘導因子として同定され
ている（Okuda et al. 2009）。LURE は、雌性配偶体の助細胞から分泌され、
花粉管を珠孔まで誘導する働きを担っていることが明らかになっている。トレ
ニア及びシロイヌナズナの研究において、LURE のアミノ酸配列は近縁種間で
比較しても多様性に富んでおり、in vitro assay において、LURE が自身の種
の花粉管を優先的に誘導する働きがあることから（Kanaoka et al. 2011, 




ることで、重複受精が行われる（Hamamura et al. 2011）。シロイヌナズナの
変異体を用いた研究によって、花粉管と助細胞の相互作用に関わる因子として、
助細胞で発現するセリン／スレオニンレセプター様キナーゼをコードする
FERONIA が同定されている（Escobar−Restrepo et al. 2007）。FERONIA は、
花粉管が助細胞に達すると、助細胞の珠孔付近に局在し、花粉管からのリガン
ドを受容し、花粉管の破裂のタイミングを調節していると考えられている
（Huck et al. 2003, Rotman et al. 2003, Capron et al. 2008, Kessler et al. 
2010）。シロイヌナズナの柱頭に、近縁種である Arabidopsis lyrata 及び












遅延する（Li and Dickinson 2010, Sørensen et al. 2002）。種間交雑で見られ
る胚乳発生の促進や遅延は、多くの植物種に共通しており、種間交雑を妨げる
生殖隔離の原因と考えられている。このような種間交雑における胚乳発生異常
を説明するために、Endosperm Balance Number（EBN）説（Johnston et al. 






力な候補であると考えられている（Haig and Westoby 1991）。 
	 シロイヌナズナでは、胚乳の発生異常を示す変異体が数多く報告されており
（Garcia et al. 2003, 2005, Luo et al. 2005）、中でも、Polycomb Repressive 
Complex 2 （ PRC2 ） の 構 成 因 子 を コ ー ド す る MEDEA （ MEA ）、
FERTILIZATION INDEPENDENT SEED2 （ FIS2 ）、 FERTILIZATION 
INDEPENDENT ENDOSPERM（FIE）、MULTICOPY SUPPRESSOR OF 
IRA1（MSI1）の変異体では胚乳発生に異常が見られる（Guitton and Berger 
2005, Kiyosue et al. 1999, Köhler et al. 2003, Luo et al 2000, Ohad et al. 
1999）。また、MEA、FIS2、FIE、MSI1 は片親の対立遺伝子特異的な効果（parent
－of－origin 効果）を示し（Grossniklaus et al. 1998、Leroy et al. 2007、Luo et 
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al 2000）、MEA と FIS2 は、胚乳組織において、雌性由来の対立遺伝子特異的
な発現を示すインプリント遺伝子でもある（Huh et al 2008, Kinoshita et al 
2008）。シロイヌナズナと近縁種の Arabidopsis arenosa との種間交雑によっ
て、胚乳の過剰増殖が観察されると共に（Bushell et al. 2003）、MEA や
PHERES1（PHE1）、AGAMOUS LIKE GENE62（AGL62）の発現パターン
に変化が見られることが報告されている（Josefsson et al. 2006、Walia et al. 
2009）。MEA は、PRC2 を構成するタンパク質であるが、自身を含む PRC2 に
よって、MEA の雄性対立遺伝子をサイレンシングする自己制御機構がある
（Baroux et al. 2006、Jullien et al 2006）。また、PHE1 及び AGL62 は、胚
乳の細胞化に関わっており、PHE1 は、雄性側対立遺伝子特異的に発現するイ
ンプリント遺伝子であり、PHE1 の雌性側対立遺伝子は PRC2 によってサイレ
ンシングされている（Köhler et al. 2004, Makarevich et al. 2008）。一方、
AGL62 は、type－ⅠMADS－box 転写因子であり、PRC2 による制御を受けて、













ると考えられている（Ishikawa and Kinoshita 2009）。その一方で、シロイヌ
ナズナの種間交雑において、雌性親であるシロイヌナズナの染色体を倍加させ
ることで、胚乳の異常を克服できることから（Bushell et al. 2003）、遺伝的な
違いのような質的な要因よりは、量的な制御の方がより重要であるという考察
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い（第 2 章）、B. rapa の雑種形成能に関わる分子機構を考察した。 
 12 
第１章	 B. rapa の属間交雑における雑種形成能に関する遺伝分析 




	 これまでのアブラナ科作物における種・属間交雑の結果から、B. rapa 種内
における雑種形成能の多様性についての知見が得られている（松澤 1983、皿嶋
1990、金子ら 1993）。金子ら（1993）は、B. rapa と R. sativus との属間交雑
において、培養技術を用いずに高頻度に雑種種子が得られる系統を見いだして
いる。本研究では、雑種形成能が異なると報告されている B. rapa の２系統を
用い、R. sativus との属間交雑における雑種形成能を評価した。 
	 植物の種子形成過程は、花粉発芽・花粉管の伸長から受精するまでの受精前
ステージ（Chapman and Goring 2010, Kumar and McClure 2010）と、受精
卵と胚乳核の分裂、胚発達と胚乳形成等の受精後ステージ（Palovaara et al. 
2013, Lafon−Placette and Köhler 2014）に分けられる。種・属間交雑では、
それぞれの過程で、生殖的隔離として様々な障害が生じる。B. rapa の雑種形
成能に関わる分子機構を明らかにするためには、種子形成に至るどのステージ
で障害が生じているのかを明らかにする必要がある。そこで、B. rapa と      














	 R. sativus との属間交雑における B. rapa の雑種形成能を評価するために、
開花約２日前の B. rapa の蕾を除雄した後、B. rapa の柱頭に対し、R. sativus
品種「聖護院ダイコン」の花粉を受粉した。各系統 10 個体を用い、個体あた
り約 100 花を供試した。得られた雑種種子数から１交配花の雑種種子数を算出




し、開葯直後の花粉を受粉した。受粉して約 24 時間後、柱頭を１N NaOH に





	 それぞれの交配後日数（days after pollination, DAP）の種子を、莢ごと FAA
（formaldehyde : acetic acid : 50% ethanol = 5 : 5 : 90）で固定し、エタノー
ルシリーズ（30, 50, 70, 85, 95, 100% エタノール及び無水エタノール×２回）
でそれぞれ１－３時間ずつ脱水した。脱水した後、エタノールをキシレン：エタ
ノールシリーズ（75% エタノール：25% キシレン、50% エタノール：50% キ
シレン、25% エタノール：75% キシレン、100% キシレン×２回）でそれぞ
れ３時間ずつ置換した後、パラフィンに２日程浸透させて置換させ、パラフィ
ンで包埋した。包埋したサンプルは、ミクロトームで約 10μm の厚さに切削し、










B. rapa の R. sativus との属間交雑における雑種形成能 





の雑種種子が得られ、雑種形成能は 0.10 であった。 
 
R. sativus 花粉の発芽及び花粉管の伸長 
  B. rapa と R. sativus の属間交雑における受精前の障害を調査するため、   
B. rapa の「チーフハクサイ」及び「聖護院カブ」の開花２日前の柱頭に R. 
sativus「聖護院ダイコン」の花粉を受粉し、R. sativus の花粉の発芽及び花粉
管伸長を観察した。どちらの品種でも、ほとんどの R. sativus の花粉は発芽し
ており、花粉管は全て花柱内に侵入していた。B. rapa の種内交雑と比較して





	 属間交雑から得られる種子の大きさや形状は様々であり（Figure 2h, l, p）、
これらの雑種種子は異なる発達様式を経ている可能性が考えられる。そこで、
B. rapa と R. sativus の属間交雑における受精後の障害を調査するために、   
B. rapa の「チーフハクサイ」及び「聖護院カブ」に「聖護院ダイコン」を交
配した場合の雑種種子の発達を観察した。B. rapa の種内交雑で得られる 12、
16、20 days after pollination（DAP）の種子及び、B. rapa と R. sativus の属
間交雑で得られる 16、20、25 DAP の種子のパラフィン切片を作成し、それぞ
れの種子発達様式を観察した。種内交雑の種子では、12 DAP には球状胚の形



























（Figure 2a－d）。一方、R. sativus との雑種種子では、胚や胚乳の形成様式、
種子の形態的特徴によって３タイプの種子に分類することができた。①
「Embryoless seed」；胚珠が肥大せず、胚及び胚乳核が観察できなかった
（Figure 2e－h）。②「Shriveled seed」；胚珠は肥大し、16 DAP には、心臓型
胚が形成され、胚乳核の分裂が観察されるが、その後の胚発達は停止し、胚乳
の細胞化は観察されなかった。また、得られる種子は萎縮した形状であった









	 R. sativus との属間交雑における B. rapa の雑種形成能を交配花あたりの雑
種種子数で評価したところ、「チーフハクサイ」は 0.00、「聖護院カブ」は 0.10
であった。これは、１莢あたりの種子数と同義であり、「聖護院カブ」と	 	 	 	 
R. sativus との属間交雑では、10 花を用いれば１粒の雑種種子が得られること
を意味している。B. rapa の種内交雑によって得られる種子数は、１交配あた
り 15−20 粒であるので、種内交雑と比べると非常に低い頻度である。皿嶋






	 Brassica 属植物と Raphanus 属植物との属間交雑では、多くの場合、受精前


















珠孔にまで達していることを観察できたが、R. sativus の花粉管が B. rapa の





et al. 2011）。シロイヌナズナと同様の手法を用いることができれば、B. rapa
の卵細胞と R. sativus の精細胞の受精の有無を明らかにできると考えられる。 











ると考えられている（Palovaara et al. 2013）。一方で、心臓型胚以後の胚発達
には、細胞化した胚乳からのヘキソースなどの栄養供給が必要であるため、胚
乳の細胞化が起こらない突然変異体では、胚発達が心臓型胚で停止してしまう





に障害は見られず、発芽能を有しており、B. rapa と R. sativus の雑種個体を




















て、受精前の障害に関与して雑種形成を抑制する遺伝子座である Kr1 及び Kr2
が見出され（Lein 1943, Riley and Chapman 1967）、その後も、Kr3, Kr4, Skr
などの遺伝子座が同定されている（Krolow 1970, Zheng et al. 1992, Tixier et 
al. 1998, Lamoureux et al. 2002, Alfares et al. 2009）。トウモロコシとテオシ
ンテの種間交雑においても、花粉と柱頭の応答に関与すると考えられる Ga1 及
び Tcb1、Ga2 などの遺伝子座が同定され（Evans and Kermicle 2001, Kermicle 
and Evans 2010）、B. rapa と B. oleracea との種間交雑においても、花粉発芽
に関わる複数の QTL が同定されている（Udagawa et al. 2010）。一方、受精
後の障害に関しては、シロイヌナズナと Arabidopsis arenosa との種間交雑に
おける雑種種子の形成に関わる複数の QTL が見出されている（Burkart−Waco 
et al. 2012）。しかしながら、これらの雑種形成能に関わる遺伝子座に座乗する
原因遺伝子を単離した例はない。 















	 B. rapa 品種である「チーフハクサイ」及び「聖護院カブ」の自殖系統を DNA
マーカーの作成に用いた。「チーフハクサイ」（雌性親）と「聖護院カブ」（雄性
親）から作出した F２世代の 130 個体及び 145 個体の２集団をそれぞれ 2008




種判別のためのゲノム DNA の抽出 
	 葉からのゲノム DNA の抽出は Edwards 法（1991）により行った。室温で
葉 10 mg を粉砕し、抽出バッファー（200 mM Tris−HCl pH 7.5, 250 mM NaCl, 
25 mM EDTA, 0.5% SDS）を加え混合した。13,000 rpm で１分遠心分離した
後、上清と同量のイソプロパノールにより DNA を沈殿させ、エタノールで洗
浄を行った。沈殿は、風乾後１×TE（10 mM Tris－HCl pH7.5, 1 mM EDTA）
に溶解し、RNase 処理後 4℃で保存した。DNA の濃度は、DyNA Quant
（Pharmacia Biotech; USA）を用いて測定した。 
 
種特異的 ITS1 プローブの設計 
	 種特異的 ITS1 プローブは、National Centre for Biotechnology Information 
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) で公開されている rDNA 塩基配列情報




ーブは種特異的配列と 6 bp のスペーサー配列（ TATATT）、共通配列
(5’−TACATTCGCAATTGAGGCTTCGT−3’)、共通配列に相補的な digoxygenin
標識オリゴヌクレオチドプローブから構成した。種特異的プローブの塩基配列
には、B. rapa 特異的な BrITS1（5’−TTGGCCAAGACTTCAGTTTTG−3’）と
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R. sativus 特異的な RsITS1（5’−GGTCAAGGCTGGGTCGT−3’）を用いた。 
 
dot－blot hybridization 法 
	 抽出した 1－40 ng/μl のゲノム DNA と同量のアルカリ変性液（5 N NaOH, 
0.5 M EDTA）を混合し、DNA を１本鎖に変性させ後、0.3－0.5μl をマルチピ
ンブロッター（ATTO, Japan）により、ナイロンメンブラン（Hybond－N, GE 
Healthcare, UK）に dot－blot し、GS Gene Linker UV Chamber (Bio−Rad 
Laboratories, CS, USA) を用いて DNA をクロスリンクさせた。種特異的 ITS1
プローブと digoxigenin 標識オリゴヌクレオチドプローブは、ハイブリダイゼ
ーションバッファーに溶解し、60℃でハイブリダイゼーションを 12 時間以上
行った。一次洗浄は 0.1%SDS を含む２×SSC を用い、室温で 5 分間、2 回お
行い、二次洗浄は１×SSC を用い、60℃で 20 分間、２回行った。ジゴキシゲ






	 F２集団の 1 個体あたり約 100 花を用い、R. sativus 品種の「聖護院ダイコン」
を交配した。交配は、全て蕾受粉で行った。得られた雑種種子を全て播種し雑
種個体の選抜を行った。雑種個体の選抜は、2008 年の F２集団では、葉型及び
花色の形態的特徴（Figure 3）と B. rapa と R. sativus 間で多型を示す SSR マ
ーカーによって（Figure 4）、2010 年の F２集団では、種特異的 ITS1 プローブ
（Figure 5）を用いて行った。 
 
SNP 遺伝子型分析のためのゲノム DNA の抽出 
	 ゲノム DNA の単離は CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide)法 
(Murray and Thompson 1980)により行った。凍結した葉 3g を液体窒素中で凍
結粉砕し、２×CTAB 溶液 (2% CTAB; 100 mM Tris-HCl pH8.0、1.4M NaCl、









































CTAB 溶液 (10% CTAB、0.7 M NaCl)を加え混合した。この懸濁液にクロロホ 
ルム・イソアミノアルコール (24:1)を加えてタンパク質を除去し、CTAB 沈澱
buffer（1% CTAB、50 mM Tris-HCl pH 8.0、10 mM EDTA）を加え DNA を
析出させた。析出した DNA は、NaCl-TE（1M NaCl、10 mM Tris-HCl pH8.0、
1 mM EDTA）に溶かし、イソプロパノールで再び沈澱させ、その後エタノー
ルで洗浄した。沈澱は、風乾後 1×TE（10 mM Tris-HCl pH7.5, 1 mM EDTA）
に溶解し、RNase 処理後 4℃で保存した。DNA の収量は、DyNA Quant 
（Pharmacia biotech; USA）を用いて測定した。 
 
SSCP 分析 
	 ゲノム DNA をテンプレートとして PCR を行い、PCR 産物にホルムアミド
色素液（0.1% キシレンシアノール、20 mM EDTA、96% ホルムアミド）を混
合し、混合液を 96℃で５分間加熱し、氷水で急冷させ熱変性を行った後、6%
アクリルアミド（アクリルアミド：ビスアクリルアミド＝49:1）、１×TBE、





換水で 10分間ずつ 3回洗浄した後、0.1% 硝酸銀水溶液中で 10分間振とうし、
ゲルをイオン交換水ですすぎ、発色液（1% Na2CO3、0.05% ホルマリン、0.002% 
チオ硫酸ナトリウム）に移して発色させ、1%酢酸で反応を停止することで行っ
た。検出した多型はスキャナーでパソコンに取り込み、Adobe photoshop
（Adobe; USA）を用いて解析した（Figure 6）。 
 
塩基配列の決定 
	 ゲノム DNA をテンプレートに、PCR により DNA 増幅を行い、PCR 産物を
アガロースゲル電気泳動により分離した後、 ULTRACLEAN 15 DNA 


















「チーフハクサイ」で PCR を行い、増幅された PCR 産物の塩基配列を決定し
た。「聖護院カブ」と「チーフハクサイ」間で塩基配列を比較して SNP を見い
だし、SNP を含む 17 塩基のオリゴヌクレオチドプローブを作成し、dot－blot－





	 連鎖地図の構築には、JoinMap ver.4.0 (van Ooijen 2006)を用いた。Kosambi 
mapping funcion により、組換え頻度から遺伝距離（cM）を算出し、連鎖群は、





	 F２集団 130 及び 145 個体の雑種形成能の評価から得られた表現型データと
遺伝子型データを用い、Windows QTL Cartographer ver. 2.5 により、QTL 解
析を行った。1000 回の permutation test を行い、LOD 値の閾値を決定し、複
合区間マッピングにより QTL の検出を行った。 
 
エピスタシス解析 
	 QTL 間の相互作用を調べるために、QTL 解析から見いだした雑種形成能に
関する３つの QTL 領域に連鎖する DNA マーカーとして、qBrHFA−1 に座乗







B. rapa の雑種形成能の分離 
	 2008 年に栽培した F2集団 130 個体に対し、R. sativus 品種「聖護院ダイコ
ン」の花粉を交雑したところ、7,501 粒の稔実種子が得られ、1 交配花あたり
の稔実種子数は平均で 0.74±0.08（SE）であった。得られた種子を全て播種し、
葉型及び花色の調査を行うとともに、B. rapaと R. sativus間で多型を示す SSR
マーカーにより分析したところ、R. sativus との雑種個体は、3,157 個体であ
った。2008 年の F2集団における雑種形成能（交配花あたりの属間雑種種子数）
は 0.00~3.06 に分布し、平均 0.32±0.06 であった（Figure 7a）。一方、2010
年に栽培した 145 個体の F2集団では、属間交雑によって 5,065 粒の稔実種子
が得られ、１交配花あたりの稔実種子数は平均で 0.56±0.06 であった。得られ
た種子を全て播種し、種特異的 ITS1 プローブを用い、雑種個体の選抜を行っ
たところ、R. sativus との雑種個体は 4,732 個体であった。2010 年の F2集団




	 Li ら（2009）及び Udagawa ら（2010）が作成した B. rapa の dot－blot－SNP
マーカーの計 212 個のうち、「聖護院カブ」と「チーフハクサイ」間で多型を
検出できるマーカーは、27 個であった。多型が検出できなかったマーカー185
個の内、20 個のマーカーについて、それぞれのプライマーを用いて SSCP 分析
を行ったところ、3 個で多型が検出でき、これらを SSCP マーカーとした。ま
た、多型が検出できなかった残りの 182 マーカーの内、49 プライマー対を用
いて、PCR 産物の塩基配列を決定した。49 プライマーの内、12 プライマー対
の PCR 産物で SNP を見いだし、「聖護院カブ」と「チーフハクサイ」間で多
型を検出できる 8 個の dot－blot－SNP マーカーを得た。 








を基に設計された 2,592 対のプライマーを用い、dot－blot－SNP マーカーの作
成を行った。「聖護院カブ」と「チーフハクサイ」で PCR を行ったところ、587
プライマー対で単一 DNA の増幅が確認された。単一で増幅された PCR 産物に
ついて、塩基配列を比較したところ、165 プライマー対の PCR 産物で SNP を
見いだし、「聖護院カブ」と「チーフハクサイ」間で多型を検出できる 129 個
の dot－blot－SNP マーカーを得た。SNP があるが dot－blot－SNP 法で多型が検
出できなかった 53プライマー対の PCR産物について SSCP分析を行ったとこ
ろ、2 つで多型が検出され、SSCP マーカーとした。同様に、B. rapa BAC 情
報（http://www.brassica−rapa.org/BRGP/index.jsp）から設計した 67 対のプ
ライマーを用い、「聖護院カブ」と「チーフハクサイ」で PCR を行ったところ、
43 プライマー対で単一の DNA 増幅が確認され、塩基配列を比較して、40 プラ
イマー対の PCR 産物で SNP を見いだし、「聖護院カブ」と「チーフハクサイ」
間で多型を検出できる 40個の dot－blot－SNPマーカーを得た。以上の結果から、
169 個の dot－blot－SNP マーカー及び 5 個の SSCP マーカーが得られ、合計で
174 個の SNPs マーカーを得た。 
 
連鎖解析 
	 得られた 174 個の SNPs マーカーを用い、130 及び 145 個体の２つの F2集
団の遺伝子型分析を行ったところ、145 マーカーで遺伝子型データが得られた。
得られた遺伝子型データから Mapmaker/EXP 3.0 を用いて連鎖解析を行った
ところ、145 マーカーが連鎖地図に座乗した（Supplemental Table 1）。連鎖
地図は 10 連鎖群から構成され、全長で 872.1cM であった（Figure 8）。各連鎖
群は、B. rapa の A01 から A10 染色体に対応させた。１本の連鎖群は平均 87.2 
cM であり、１本の連鎖群あたり平均 14.8 マーカーが座乗した。マーカー間の
平均距離は 5.9 cM であった。A09 染色体に対応する連鎖群は最も大きく、17
マーカーから構成され、長さは 146.8 cM であった。一方、A04 染色体に対応
する連鎖群は最も小さく、7 マーカーから構成され、長さは 47.7cM であった。
B. rapa のゲノムサイズは 717 Mbp と推測されており（Mun et al. 2008）、1 cM









	 LOD 値が閾値を越える QTL は、A01、A03 及び A10 染色体にそれぞれ１つ
ずつ、計３つ見いだされた。それぞれの QTL を qBrHFA－1、qBrHFA－2、
qBrHFA－3 と名付けた（Figure 8）。qBrHFA−1 と qBrHFA－3 は、2008 年及
び 2010 年両方の F2集団の解析で同様に見いだされ、qBrHFA－2 は、2008 年
の F2集団の解析でのみ見いだされ、2010 年の集団ではピークは見られたもの
の、閾値を越えるものではなかった。それぞれの QTL の効果は Table 1 に示し
た。qBrHFA－1 は、2008 年の F2集団で最も高い LOD 値 6.05 を示し、「聖護
院カブ」対立遺伝子が－0.27 の相加効果（交配花あたりの雑種種子数）を示し、
R. sativus との雑種形成能における寄与率は 21.0%であった。qBrHFA－3 は、
2010 年の F2集団で最も高い LOD 値 4.69 を示し、「聖護院カブ」対立遺伝子
が 0.72 の相加効果を示し、R. sativus との雑種形成能における寄与率は 20.0％




	 「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」由来の F1個体及び一部の F2個体は、
両親系統よりも高い雑種形成能を有していることから（Figure 7）、B. rapa の
雑種形成能に関する QTL 間にはエピスタシスが存在している可能性が考えら
れる。そこで、qBrHFA－1、qBrHFA－2、qBrHFA－3 について、2008 年及び
2010 年の F2個体を合わせて３通りの遺伝子型組合せ（qBrHFA－1 と qBrHFA
－2、qBrHFA－1 と qBrHFA－3、qBrHFA－2 と qBrHFA－3）ごとにグルーピン
グし、それぞれの組合せにおける雑種形成能を比較した。 qBrHFA－1 と
qBrHFA－2 間の遺伝子型組合せにおける雑種形成能を比較したところ、有意な
差は見られなかった（Figure 9a）。しかし、qBrHFA－1 と qBrHFA－3 間では、
qBrHFA－1 を「チーフハクサイ」型、qBrHFA－3 を「聖護院カブ」型でもつ F
２個体でのみ、非常に高い雑種形成能 1.11 を示し、非相加的に高い雑種形成能



















2010 年の F2 集団では、稔実種子あたりの雑種種子数の割合が、 93.4%
（ 4,732/5,065 粒）であったのに対し、 2008 年の F2 集団では、 42.0%




団における雑種形成能は、平均 0.32±0.06 であったのに対し、2010 年の F2
集団では、平均 0.53±0.06 であり、2010 年の集団の方が高い雑種形成能を示
した。この差も、交配作業の熟練の差によつものではないかと考えられる。 
	 「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」由来の２つの F２集団を用い、B. rapa
の雑種形成能に関する QTL 解析を行ったところ、A01、A03、A10 染色体にそ
れぞれ座乗する qBrHFA－1、qBrHFA－2、qBrHFA－3 を見いだし、そのうち
qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 の間にはエピスタシスが存在していることを示し
た。シロイヌナズナとその近縁種である A. arenosa との種間交雑における雑種
形成能に関する QTL 解析でも、複数の QTL 間のエピスタシスが見出されてお
り（Burkart−Waco et al. 2012）、種・属間交雑における雑種形成能には複数の
遺伝子間の相互作用の影響が大きく関わっていると考えられる。 
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第２章	 B. rapa の雑種形成能関連遺伝子の解析 
第１節	 QTL 領域内に座乗する雑種形成能関連遺伝子の推定 
 
＜緒言＞ 




いる（Wang et al. 2011）。シロイヌナズナとの比較から、遺伝子機能の推定や









	 本研究では、B. rapa の雑種形成能に関わる遺伝子を推定するために、雑種
形成能 QTL 領域内に座乗する種子形成に関与するシロイヌナズナのオーソロ
グ遺伝子を調査し、B. rapa の雑種形成能に関与すると考えられる遺伝子の推







	 B. rapa 系統の「チーフハクサイ」、「聖護院カブ」をシークエンス解析に用
いた。 
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 QTL 領域内に座乗する DNA マーカーの塩基配列を、Brassica Database
（BRAD）の BLAST システム（http://brassicadb.org/brad/blastPage.php）












列 を 用 い て 、 Conserved Domains








	 B. rapa の雑種形成能に関わる QTL である qBrHFA－1 は、B. rapa の A01
染色体の 20 Mbp から 24 Mbp の約 4 Mbp に座乗しており、シロイヌナズナの
















ニー領域内に合計で 19 個の遺伝子を見いだした。これら 19 遺伝子について、
BRAD で公開されている B. rapa のオーソログ遺伝子を検索したところ、11 個
の遺伝子が見いだされた（Table 3）。 
	 qBrHFA－3 は、B. rapa の A10 染色体の 6.8 Mbp から 8.9 Mbp の約 2.1 Mbp





され、qBrHFA−3 のシンテニー領域内に合計で 13 個の遺伝子を見いだした。
これら 13遺伝子について、B. rapaのオーソログを BRADで検索したところ、
10 個の遺伝子が見いだされた（Table 3）。 
 
B. rapa の雑種形成能に関わる遺伝子の推定 
	 qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 に座乗するシロイヌナズナの種子形成に関わる
遺伝子の 21 個のオーソログ遺伝子の内、11 個の遺伝子は、機能や分子機構が
不明であるため除外した。機能が明らかとなっている遺伝子は、qBrHFA−1 領





























	 qBrHFA－1 に座乗する Bra023933 は、WD40 ドメイン持つシロイヌナズナ 
の FERTILISATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE) のオーソログ遺
伝子であり、BrFIEa と命名した。BrFIEa について、「チーフハクサイ」及び
「聖護院カブ」対立遺伝子間の塩基配列を比較したところ、エキソン領域内に











	 qBrHFA－3 に座乗する Bra002667 は、CAF1 及び WD40 ドメインを持つシ






























	 B. rapa の雑種形成能に関わる QTL 領域内には、シロイヌナズナで種子形成
に関与する遺伝子のオーソログがいくつか座乗していた。qBrHFA－1 領域内に
は 11 個の、qBrHFA－3 領域内には 10 個の種子形成に関わる遺伝子が座乗して
いた。その内、11 個の遺伝子は、EMBRYO DEFECTIVE GENE（EMB）と
して遺伝子座が同定され、その推定アミノ酸配列から機能が推測されているも
のの、詳細な研究はなされていない。機能が明らかな遺伝子としては、qBrHFA
－1 に座乗する PIGMENT DEFECTIVE 321/YELLOW STRIPE LIKE 5
（PDE321/YSL5）、HAIKU2（IKU2）、FIE、RETINOBLASTOMA RELATED 
1（RBR1）と qBrHFA－3 に座乗する BIOTIN AUXOTROPH 1（BIO1）、MSI1、
WUSCHEL RELATED HOMEOBOX2 （ WOX2 ）、 ZEUS1 （ ZEU1 ）、
AGAMOUS−LIKE 82（ AGL82）、 WRKY DNA−BINDING PROTEIN 2
（WRKY2）がある。PDE321/YSL5 は、metal−nicotinamine transporter を
コードし、鉄の輸送（Curie et al. 2009）や種子の色素に関与すると考えられ
るため、雑種種子形成に関与しているとは考え難いが、IKU2 や FIE、MSI1
は、胚乳の細胞化に関与しており（Luo et al. 2005、Ohad et al. 1999, Köhler 
et al. 2003, Guitton et al. 2004）、AGL82 は、雌性配偶子において発現が確認
され、同じファミリーに属する AGL62 は、胚乳の細胞化を直接的に制御して
いることが報告されている（Bemer et al. 2010, Hehenberger et al. 2012）。ま
た、RBR1 は、雌性配偶子形成に関与しているだけでなく（Jullien et al. 2008）、
トウモロコシでは、胚乳の核内分裂に関与していることが報告されている
（Sabelli et al. 2005）。更に、ZEU1 は、接合子の第１分裂に（Ronceret et al. 
2008）、WOX2 と WRKY2 は、初期胚発生における胚の体軸決定に関与してい
ることが知られている(Breuninger et al. 2008, Ueda et al. 2011)。BIO1 は、
ビオチン生合成に関わっており（Shellhammer and Meinke 1990）、ビオチン
欠乏により胚発達に異常が生じることが報告されている（Patton et al. 1998）。
これらの遺伝子は、種子形成に大きく関わっているため、雑種形成能に関与し
ている可能性が考えられる。 
	 シロイヌナズナで種子形成に関わると考えられ、機能が明らかな 9 個の遺伝
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子の遺伝子領域について、「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」の対立遺伝子間
で 塩 基 配 列 を 比 較 し た と こ ろ 、 Bra023933, Bra002611, Bra002828, 
Bra002667, Bra002564 の５つの遺伝子のエキソン領域内に塩基置換が見られ
た。Bra002611, Bra002828, Bra002564 で見られた塩基置換は同義置換であっ
たが、FIE のオーソログである Bra023933（BrFIEa）及び MSI1 のオーソロ
グである Bra002667（BrMSI1a）では、非同義置換が見られた。 
	 A01 染色体の qBrHFA－1 領域内に座乗する BrFIEa（Bra023933）の「聖護
院カブ」対立遺伝子では、１塩基の挿入によりフレームシフトが生じ、WD40
モチーフの繰り返しの数が減少していると推定された。シロイヌナズナにおい
て、FIE の WD40 モチーフの繰り返しの減少により、その機能を失うことが報
告されているため（Ohad et al. 1999）、BrFIEa の「聖護院カブ」対立遺伝子
は、機能欠損型対立遺伝子であることが示唆された。qBrHFA－1 は、「聖護院
カブ」対立遺伝子がホモになると雑種形成能が低下する効果を有しており、





qBrHFA－3 に座乗する BrMSI1a の変異とも対応していた。 
	 シロイヌナズナの FIE 及び MSI1 は、MEA や FIS2 と共に、PRC2 を構成す
るタンパク質であることが知られている（Ohad et al. 1999、Köhler et al. 2003、 
Guitton et al. 2004）。PRC2 は、ほ乳類やショウジョウバエ、植物などの動植
物で高度に保存されており、ヒストン H3 の 27 番目のリジン残基のトリメチル
化（H3K27me3）を介して特定の遺伝子群の発現を抑制し、相転換や細胞運命
の決定において重要な働きを有している（Francis et al. 2001、Beisel and Paro 
2011）。植物では、雌性配偶体の形成や種子形成、開花、種々の器官の分化な









BrFIEa と、qBrHFA－3 に座乗する BrMSI1a が、R. sativus との属間交雑に
おける雑種形成能に関与している可能性は高い。加えて、 qBrHFA－1 と
qBrHFA－3 間にはエピスタシスが存在し、FIE と MSI1 は、同じ PRC2 の構成
因子であることからも、BrFIEa 及び BrMSI1a が雑種形成能に関与している可
能性を示唆している。 
	 B. rapa と R. sativus の属間交雑では、接合後隔離である‘胚乳の細胞化’
における障害だけでなく、‘珠孔への花粉管の誘導・受精・初期胚発生’におい
ても障害が存在する可能性がある。種間交雑における接合前隔離への関与が示
唆されている、子房内での珠孔への花粉管誘導に関わる LURE（Kanaoka et al. 
2011, Takeuchi and Higashiyama 2012）や、胚珠内での花粉管の破裂に関わ








	 第２節	 雑種形成能関連遺伝子の解析 
 
＜緒言＞ 
	 シロイヌナズナでは、FIE 及び MSI1 の欠失により、胚致死を引き起こすこ
とが知られている。しかしながら、BrFIEa 又は BrMSI1a が機能を失っている
と考えられる「聖護院カブ」や「チーフハクサイ」では、自殖種子が得られて




伝的多様性の拡大に寄与している（Flagel and Wendel 2009, Innan and 
Kondrashov 2010）が、重複した遺伝子が祖先遺伝子と同様の機能を維持して
いる場合もあるため（Qian et al. 2010）、B. rapa の BrFIEa と BrMSI1a の
機能が、重複遺伝子により相補されている可能性が考えられる。B. rapa では、
進化の過程でゲノムの三倍加を経ているため、ゲノム中に平均３コピーの遺伝
子が存在すると推測されている（Wang et al. 2011、Cheng et al. 2012）。そこ
で、「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」の自殖種子における BrFIEa と BrMSI1a
の重複遺伝子についての解析を行った。 
	 FIE 及び MSI1 から構成される PRC2 は、複数のターゲット遺伝子の発現を
抑制するため、PRC2 の制御が低下することによって、ターゲットとなる遺伝
子の発現が上昇し、表現型に異常を来す（Margueron and Reinberg 2011）。
シロイヌナズナの種子形成時には、胚乳の細胞化の抑制に働く AGL62や PHE1
などのターゲット遺伝子の発現を抑制することで、胚乳の細胞化を誘導し、正





いる（Köhler et al. 2010、Schatlowski and Köhler 2012、Kradolfer et al. 













RNA 抽出及び cDNA 合成 
	 全 RNA の抽出には SV total RNA Isolation System（Promega Corp.）を用
い、cDNA の合成には、１μg の total RNA を鋳型に、Superscript Ⅲ reverse 
transcriptase（Invitrogen，Carlsbad、CA）を用いて 1 本鎖 cDNA の合成を
行った。全 RNA は、B. rapa 系統の「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」及び
R. sativus 品種の「聖護院ダイコン」の葉、花、12, 14, 16, 18 DAP の自殖種




	 RT－PCRに用いたプライマー対は Table 5に示した。PCRのサイクルは、94℃
30 秒、55℃30 秒、72℃30 秒を 35 サイクルで行った。ポジティブコントロー
ル と し て B. rapa の β － Actin 遺 伝 子 の 塩 基 配 列
（ 5’−ATCAGGAAGGACTTGTACGGTAAC−3’ 及 び
5’−GCTGAGGGAAGCAAGAATGGAACC−3’）を用いた。また、real－time RT


















BrFIEa 及び BrMSI1a の重複遺伝子の探索 
  BrassicaEnsembl (http://www.brassica.info/BrassEnsembl/index.html) で
推定されている B. rapa の遺伝子から、シロイヌナズナの FIE のオーソログを
検索したところ、BrFIEa（Bra23933）及び Bra035751, Bra035750 が見いだ
され、Bra035751 を BrFIEb、Bra035750 を BrFIEc とした。一方、シロイヌ
ナズナの MSI1 のオーソログを検索したところ、BrMSI1a（Bra002667）、
Bra020379, Bra029080 が見いだされ、Bra020379 を BrMSI1b、Bra029080
を BrMSI1c とした。 
 
B. rapa の種子における BrFIE 及び BrMSI1 の発現解析 
	 「チーフハクサイ」及び「聖護院カブ」の葉、花、12、14、16、18 DAP の
自殖種子及び、R. sativus との属間交雑から得られた 14、16、18 DAP の雑種
種子、R. sativus 品種の「聖護院ダイコン」の 12、14、16、18 DAP の自殖種
から抽出した全 RNA より、一本鎖 cDNA を合成したものをテンプレートとし
て、BrFIEa、BrFIEb、BrFIEc、BrMSI1a、BrMSI1b、BrMSI1c に特異的な
プライマー対及びβ－Actinのプライマー対を用いて PCRを行った（Figure 12）。
35 サイクルで PCR を行ったところ、BrFIEa、BrFIEb、BrMSI1a、BrMSI1b



















B. rapa の自殖種子及び雑種種子における PRC2 ターゲット遺伝子の発現解析 
	 BrassicaEnsembl を用いて、シロイヌナズナの PRC2 のターゲットとして知
られている AGL62 及び PHE1 のオーソログ遺伝子を検索したところ、
Bra002480、Bra020245、Bra020524 が見いだされ、それぞれを BrAGL62a、
BrAGL62b、BrPHE1 とした。「チーフハクサイ」及び「聖護院カブ」の 12、
14、16 DAP の自殖種子及び 14、16、18 DAP の R. sativus との雑種種子にお
ける mRNA 量を定量的 RT－PCR で比較した（Figure 15）。B. rapa の自殖種
子では、どちらの系統でも交雑後日数が進むのに伴って発現レベルが低下して
いったが、「聖護院カブ」に比べ、「チーフハクサイ」では発現レベルが高かっ
た。一方、雑種種子では、BrAGL62a 及び BrAGL62b の発現パターンは、自







	 雑種形成能に関わる qBrHFA－1 に座乗する BrFIEa と、BrFIEa の重複遺伝
子と推測される BrFIEb 及び BrFIEc の発現解析を行ったところ、BrFIEa 及
び BrFIEb は全身で発現していたが、BrFIEc の発現はどの器官でも見られな
かった。このことから BrFIEc は偽遺伝子であると考えられた。また、BrFIEa





























フハクサイ」では、BrFIEb の発現量は低いが、BrFIEa 及び BrFIEb の２つの
遺伝子が機能しており、一方、「聖護院カブ」では、BrFIEa に変異が存在して
いることから機能していないと考えられるが、BrFIEb が高い発現を示すこと
から、BrFIEa の機能を BrFIEb が相補している可能性が示唆された。2 系統
間で BrFIEb の mRNA 量に違いが見られたが、BrFIEb の座乗染色体は、A05
染色体上であり、B. rapa の雑種形成能に関わる QTL 領域内には座乗していな
かった。 
	 雑種形成能に関わる qBrHFA－3 に座乗する BrMSI1a と、BrMSI1a の重複
遺伝子と推測される BrMSI1b 及び BrMSI1c の発現解析において、BrMSI1a
及び BrMSI1b は全身で発現が見られたが、BrMSI1c の発現が見られず、





まり、「チーフハクサイ」は BrMSI1a の機能を欠失しているが、BrMSI1b が
その機能を相補していると考えられ、「聖護院カブ」では、BrMSI1a 及び
BrMSI1b の２つの遺伝子が機能していると考えられる。 
	 PRC2 のターゲットであると考えられる BrAGL62a、BrAGL62b、BrPHE1
について、「チーフハクサイ」及び「聖護院カブ」の自殖種子と R. sativus と
の雑種種子における発現を定量的に比較したところ、どちらの系統でも自殖種
子では、交配後日数に伴って同様に発現の低下が見られ、胚乳が細胞化してい
る 16 DAP には、ほとんど発現が見られなかった。シロイヌナズナでも同様の
傾向が見られ、胚乳の細胞化のタイミングで PRC2 のターゲット遺伝子の発現
が抑制されている（Kradolfer et al. 2013）。一方、B. rapa と R. sativus の雑
種種子においては、BrPHE1 は、自殖種子同様に交配後日数に伴って発現の低
下が見られたが、BrAGL62a 及び BrAGL62b の発現レベルは、16 DAP で最も





ると考えられる。更に、自殖種子と R. sativus との雑種種子におけるターゲッ
ト遺伝子の発現を「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」で比較すると、自殖種
子と雑種種子のどちらでも、「チーフハクサイ」において PRC2 ターゲット遺














関わる QTL を見出し、QTL の組合せによって雑種形成能が大きく向上するこ
とを示した。そこで、B. rapa の他の系統における雑種形成能に関わる QTL の
組合せと R. sativus との雑種形成能の関連を調査した。更に、その QTL が他
の B. rapa の近縁種との種間交雑にも関与している可能性についても調査した。
なお、B. rapa の雑種形成能に関わる QTL の内、効果の大きい qBrHFA－1 及
び qBrHFA－3 を対象とし、それぞれの QTL の遺伝子型の判別は、qBrHFA－1
に座乗する BrFIEaと、qBrHFA－3に座乗する BrMSI1aの遺伝子型で行った。
遺伝子型の判別には、簡易に少数検体の SNP 分析を行える magnetic bead 



































	 BrFIEa 及び BrMSI1a において、「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」間で
非同義置換を引き起こす塩基挿入 DNA多型を検出する SNPマーカーを作成し
た。マーカーの塩基配列情報は Table 7 に示した。 
 
magnetic bead hybridization 分析による遺伝子型判定 
	 5’末端に 25 塩基のテイル配列及び 6 塩基のスペーサー配列（TATATT）が
付与されたテイルプライマーを、SNP を含む領域を増幅するように設計した。
テ イ ル プ ラ イ マ ー の テ イ ル 配 列 は 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た BrSCR12
（5’−TGCGAAAACACATACAAACGTCTGA−3’）  オリゴヌクレオチドに完全
に相補する配列である。対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドプローブは、
SNP を中心に含む 17 塩基のオリゴヌクレオチドと、digoxygenin 標識オリゴ
ヌクレオチドプローブから成るブリッジプローブを作成した（Shiokai et al. 
2010）。 
	 5μl のストレプトアビジンコート磁気ビーズ（Roche, Germany; 1μm, 10 
mg/ml）を、１×PBST バッファー（１×PBS、0.05% Tween－20）で３回洗浄
した後、PBST 溶液中で熱変性させた PCR 産物の DNA 断片及び対立遺伝子特
異的オリゴヌクレオチドプローブ、ジゴキシゲニン標識オリゴヌクレオチドプ
ローブ、ビオチン標識 BrSCR12 オリゴヌクレオチドと混合し、37℃で 30 分イ
ンキュベートした後、PBST 溶液で３回洗浄した。ジゴキシゲニンのシグナル
は、Anti－Digoxigenin－AP Fab Fragments （Roche, Germany）を反応させ、
PNPP （Thermo; USA）を基質としたアルカリ性フォスファターゼ活性によ
り発色させ、検出した。発色は iMark Microplate Leader (BIO RAD, USA)を
用いて検出し 、Microplate Manager 6.0 （BIO RAD, USA）で解析した。 
 
雑種形成能の評価 
	 R. sativus との属間交雑における B. rapa の雑種形成能の評価は、第１章の
方法と同様に行った。また、B. oleracea、B. nigra、B. napus との種間交雑に
おける B. rapa の雑種形成能の評価は、B. rapa の開花２日前の柱頭に対し、













B. rapa 種内における qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 の遺伝子型 
	 B. rapa の 15 系統について、qBrHFA－1 に座乗する BrFIEa 及び qBrHFA－
3に座乗する BrMSI1aの遺伝子型を magnetic bead hybridization法で判定し






R. sativus との属間交雑における雑種形成能 QTL の効果 
	 B. rapa の雑種形成能に関わる QTL の効果の普遍性について調査するため、
BrFIEaと BrMSI1aの遺伝子型組合せの異なる B. rapa系統における雑種形成
能を調査した。「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」に加え、BrFIEa及び BrMSI1a
を「チーフハクサイ」型で持つ「宮城白菜」と「松島新二号白菜」、「聖護院カ
ブ」型で持つ「STS32」（Udagawa et al. 2010）と「山東菜」、及び BrFIEa
を「チーフハクサイ」型、BrMSI1a を「聖護院カブ」型で持つ「CR 清雅」の
７系統を用い、R. sativus の「聖護院ダイコン」との属間交雑を行い、雑種形
成能を評価した（Figure 17）。その結果、「チーフハクサイ」及び BrFIEa と
BrMSI1a を「チーフハクサイ」型で持つ「宮城白菜」では雑種種子は得られな
かったが、「松嶋新二号白菜」では、わずかに雑種種子が得られ雑種形成能が
0.02 であった。「聖護院カブ」及び BrFIEa 及び BrMSI1a を「聖護院カブ」型
で持つ「BrSTS32」と「山東菜」では、低頻度ながら雑種種子が得られ、雑種


















形成能は 1.30 であった。 
 
Brassica 近縁種との種間交雑における雑種形成能 QTL の効果 
	 B. rapa の雑種形成能に関わる QTL が、R. sativus 以外の種との交配でも同
様の効果を有しているのかを調査するために、「チーフハクサイ」、「聖護院カブ」、
BrFIEa を「チーフハクサイ」型、BrMSI1a を「聖護院カブ」型で持つ「CR
清雅」の３系統を用い、B. oleracea、B. nigra、B. napus それぞれの花粉を交




つかの雑種種子を得ることができ、雑種形成能はそれぞれ 0.05 及び 0.36 であ
った。B. napus との種間交雑では、３系統すべてにおいて雑種種子を得ること
ができた。雑種形成能は、「チーフハクサイ」では 4.05、「聖護院カブ」では






	 B. rapa 種内において、qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 の遺伝子型を調査したと
ころ、カブの品種は、供試した４品種とも「聖護院カブ」型であったのに対し、
BrFIEa が「チーフハクサイ」型で BrMSI1a が「聖護院カブ」型であったもの
は、いずれもハクサイの品種であった。コマツナの品種は、「チーフハクサイ」
型と「聖護院カブ」型の両方があった。 
	 qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 の効果について調査するため、BrFIEa 及び

















－3 以外の要因が R. sativus との雑種形成能に関与している可能性が考えられ
る。qBrHFA－2 の遺伝子型判別を行っていないが、qBrHFA－2 の効果が関与し
ている可能性も考えられる。一方、qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 を「聖護院カ
ブ」と同様の組合せでもつ系統では、低頻度ながら雑種種子が得られ、中でも
「聖護院カブ」の雑種形成率が最も高かった。更に、BrFIEa を「チーフハク
サイ」型に BrMSI1a を「聖護院カブ」型でもつ「CR 清雅」は、他の系統と比
べて 10 倍以上高い雑種形成能を有していた。これは、「CR 清雅」が、qBrHFA
－1 と qBrHFA－3 をエピスタシスの見られる組合せで持っているために、非常
に高い雑種形成能を示したためと考えられる。以上の結果から、qBrHFA－1 と
qBrHFA－3の効果は、B. rapaの他の系統でも同様に見られ、これら２つの QTL
の遺伝子型を判別することで、R. sativus との属間交雑における B. rapa の雑
種形成能を推定することが可能であると考えられる。 
	 R. sativus 以外の Brassica 近縁種との交配においても qBrHFA－1 と
qBrHFA－3 が同様の効果を示すのかについて検証するために、B. rapa 系統の




清雅」は、B. nigra との種間交雑においても高い雑種形成能を有していた。    
B. rapa は、B. nigra とは B. oleracea や R. sativus よりも遠縁であると考えら
れるが（Inaba and Nishio 2002, Yang et al. 2002）、B. rapa と B. nigra の種
間交雑では、蕾受粉のみで低頻度ながらも雑種種子が得られることが報告され
ており、比較的雑種が得られ易い組合せであると考えられる（Prakash 1973, 
皿嶋 1990）。また、B. napus との種間交雑では、３系統全てで多くの雑種種子
が得られ、特に「CR 清雅」の雑種形成能は 11.48 であり、B. rapa の種内交雑
で得られる種子数が 15－20 粒ほどであることから、種内交雑の半分かそれ以上
の頻度で雑種種子が得られることが明らかになった。B. rapa と B. napus の種
間交雑もこれまでに数多く行われており、自然条件下であっても容易に雑種種
子が得られることが知られている（Warwick et al. 2003, FitzJohn et al 2007）。
 70 
B. napus は、B. rapa が持つ A ゲノムと B. oleracea が持つ C ゲノムからなる
異質倍数体種であり、同じゲノムを有する種間の組合せであるため、容易に雑
種種子が形成されたものと考えられる。一方、B. oleracea の花粉を交配した場
合では、どの系統でも雑種種子は得ることはできなかった。B. rapa と        
B. oleracea の種間交雑の試みは、古くから行われているが、胚培養等を用いず
に雑種種子を得られたという報告はなく、B. rapa の柱頭に B. oleracea の花粉
を受粉した場合では、強度の種間不和合性が見られ、雑種形成能への影響が懸
念されるが、蕾受粉では種内交雑と同程度の花粉管の侵入が確認されている
（Udagawa et al. 2010）ことから、B. rapa と B. oleracea 間の交配における
受精後の障害は非常に強度であり、胚培養なしでは雑種形成は困難であると考
えられた。 
	 R. sativus との属間交雑では、「聖護院カブ」の雑種形成能は高く、「チーフ




乳の細胞化’において障害が生じている可能性を示したが、B. rapa と B. nigra
又は B. napus との種間交雑でも同様の障害が生じているのかは明らかではな
い。シロイヌナズナと A. arenosa の種間交雑では、‘胚乳の細胞化’、‘胚発達
後期’及び‘種子成熟’の３つの異なる種子形成ステージにおいて障害が生じ
ることが報告されており（Burkart－Waco et al. 2012）、種・属間交雑に用いる
種の組合せによって、異なる障害が生じると考えられる。B. nigra 又は       
B. napus を用いた種間交雑では、R. sativus との属間交雑とは異なる障害が生
じているために、属間交雑と種間交雑において、「聖護院カブ」と「チーフハク
サイ」で相反する雑種形成能を示した可能性が考えられる。「CR 清雅」は、
qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 をエピスタシスの見られる組合せで持っており、
R. sativus、B. nigra、B. napus との種・属間交雑の全てで最も高い雑種形成










al. 2003、Ishikawa et al. 2011）、「Embryoless seed」のような種子が観察さ
れた例はこれまでにない。B. rapa と R. sativu の属間交雑における雑種形成能
には‘胚珠への花粉管の誘導・受精・初期胚発生’と‘胚乳の細胞化’におけ
る障害が関与している可能性を示した。 
	 「チーフハクサイ」と「聖護院カブ」の F2を用いた遺伝分析から、B. rapa
の雑種形成能に関わる QTL を見出し、その QTL の組合せによって、雑種形成
能を上昇させる事が可能であることを明らかにした。遺伝学的なアプローチか
ら雑種形成能に関する QTL を同定した例はこれまでほとんどなく、シロイヌ
ナズナと A. arenosa の種間交雑における雑種形成能において、複数の QTL が
見出されたのみである（Burkart－Waco et al. 2012）。B. rapa の雑種形成能に
関わる QTL 領域内に座乗する種子形成関連遺伝子とその重複遺伝子等の解析
から、PRC2 の構成因子であると考えられ、qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 に座乗
する BrFIEa 及び BrMSI1a が、B. rapa の雑種形成能に関与している可能性を
示した。 







Kinoshita 2009, Schatlowski and Köhler 2012）。本研究における B. rapa と
R. sativus の雑種種子においても、PRC2 の機能が不足したことが、「Shriveled 
seed」で見られる胚乳異常の原因である可能性が推察された。 
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 B. rapa の雑種形成能に関わる QTL 領域内において、BrFIEa 及び BrMSI1a
の変異を見出し、それらの重複遺伝子の解析から、「チーフハクサイ」では
BrFIEa、BrFIEb 及び BrMSI1b が、「聖護院カブ」では BrFIEb、BrMSI1a
及び BrMSI1b が機能していることを明らかにした。しかし、「チーフハクサイ」
では、「聖護院カブ」と比べて BrFIEb の発現レベルが低く、自殖種子及び      
















qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 を共に雑種形成能が上昇する組合せでもち、      
R. sativus との属間交雑で非常に高い雑種形成能を示した「CR 清雅」では、
BrFIEa 及び BrMSI1a の両方の遺伝子が共に機能しており、「チーフハクサイ」
や「聖護院カブ」よりも多くの PRC2 を構成することが可能であると考えられ
る（Figure 19c）。ターゲット遺伝子を制御するのに十分な PRC2 が構成され
ているため、R. sativus との属間交雑でより多くの雑種種子で胚乳が細胞化す
ると推測される。すなわち、B. rapa の雑種形成能の品種間差は、PRC2 を構







	 シロイヌナズナと A. arenosa の種間交雑における雑種形成能に関する解析
でも、雑種形成能の系統間差には PRC2 の構成因子である FIS2 が関与する可
能性を示唆しているが（Burkart−Waco et al. 2013）、PRC2 による制御レベル
の系統間差が、種・属間交雑における雑種形成能の系統間差に関与することは
証明されていない。PRC2 は、様々な発達過程に関わっており、その中で、シ
ロイヌナズナの開花に関わる PRC2 では、系統間で見られる PRC2 の構成因子
の遺伝子型の違いが、ターゲット遺伝子のメチル化レベルの程度に影響し、開
花期の系統間差に関与していることが示唆されている（Coustham et al. 2012）。
この結果は、PRC2 制御レベルの違いが、表現型の系統間差に関与することを
示唆している。 




又は O. punctata を用いた種間交雑において、O. longistaminata を用いた場
合では、胚乳の細胞化が遅延し、胚崩壊が引き起こされるが、O. punctata を
用いた場合では、胚乳の細胞化が早まり、胚崩壊が引き起こされる（Ishikawa 
et al. 2011）。イネと O. longistaminata の組合せでは構成される PRC2 の量が
多いために PRC2 のターゲット遺伝子のサイレンシングが強く、イネと      
O. punctata の組合せでは構成される PRC2 の量が少ないためにターゲット遺
伝子の制御が緩和されていることが示唆されており、種の組合せによる PRC2
の制御レベルの違いによって、正反対の胚乳の異常が生じたと考えられている。
B. rapa と R. sativus との属間交雑では、構成される PRC2 の量が多いと推測
される「聖護院カブ」で雑種形成が可能であるが、B. nigra や B. napus との
種間交雑では、「聖護院カブ」で構成される PRC2 の量が多いために、ターゲ
ット遺伝子のサイレンシングが強く、雑種形成ができなかった可能性が考えら
れる。しかし、最も多くの PRC2 を構成すると推測される「CR 清雅」では、
全ての組合せで高い雑種形成能が見られており、また、‘胚乳の細胞化’だけで
なく、‘胚珠への花粉管誘導・受精・初期胚発生’でも障害が生じている可能性






ールすることで、遺伝子組換え作物からの gene flow を抑制するための技術の
開発も可能となると考えられる。本研究において同定した qBrHFA－1 及び
qBrHFA－3 の遺伝子型から、B. rapa の雑種形成能の推測が可能であるため、
種・属間交雑における育種素材の選抜に DNA マーカーの利用が有効な手段と
なると考えられる。本研究で見出した BrFIEa 及び BrMSI1a は QTL 領域に含










から、B. rapa の雑種形成能に関わる３つの QTL、qBrHFA－1、qBrHFA－2、
qBrHFA－3を見出し、qBrHFA−1及び qBrHFA－3の遺伝子型組合せによって、
雑種形成能を上昇させる事が可能であることを明らかにした。 
	 B. rapaの雑種形成能に関わる QTL領域内に座乗する種子形成関連遺伝子と
その重複遺伝子等の解析から、PRC2 の構成因子であると考えられ、qBrHFA−1
及び qBrHFA－3 領域内に座乗する BrFIEa 及び BrMSI1a が B. rapa の雑種形
成能に関与している可能性を示した。また、PRC2 のターゲット遺伝子の発現
解析から、B. rapa の雑種形成能の系統間差は、BrMSI1a 及び BrFIEa が構成
因子である PRC2 の制御レベルの系統間差に起因する可能性を示した。 
	 qBrHFA－1 及び qBrHFA－3 を共に雑種形成能を上昇する組合せで持つ「CR
清雅」が、R. sativus やその他の種との種・属間交雑において非常に高い雑種












Akaba M, Kaneko Y, Hatakeyama K, Ishida M, Bang SW, Matsuzawa Y 
(2009) Identification and evaluation of clubroot resistance of radish 
chromosome using a Brassica napus−Raphanus sativus monosomic 
addition line. Breed Sci 59: 203−206 
 
Albertin W, Balliau T, Brabant P, Chèvre A−M, Eber F, Malosse C, 
Thiellement H (2006) Numerous and rapid nonstochastic modifications 
of gene products in newly synthesized Brassica napus allotetraploids. 
Genetics 173: 1101−1113 
 
Alfares W, Bouguennec A, Balfourier F, Gay G, Bergèrs H, Vautrin S, 
Sourdille P, Bernard M, Feuillet C (2009) Fine mapping and marker 
development for the crossability gene SKr on chromosome 5BS of 
hexaploid Wheat (Triticum aestivum L.). Genetics 183: 469−481 
 
Ascher PD and Peloquin SJ (1966) Effects of floral aging on the growth of 
compatible and incompatible pollen tubes in Lilium longiflorum. Am J 
Bot 53: 99－102 
 
Baroux C, Gagliardini V, Page DR, Grossniklaus U (2006) Dynamic 
regulatory interactions of Polycomb group genes: MEDEA 
autoregulation is required for imprinted gene expression in Arabidopsis. 
Genes Dev 20 1081−1086. 
 
Beisel C and Paro R (2011) Silencing chromatin: comparing modes and 
mechanisms. Nat Rev Genet 12: 123−135 
 
 79 
Bemer M, Heijmans K, Airoldi C, Davis B, Angenent GC (2010) An atlas of 
typeⅠMADS box gene expression during female gametophyte and seed 
development in Arabidopsis. Plant Physiol 154: 287−300 
 
Bemer M and Grossniklaus U (2012) Dynamic regulation of Polycomb group 
activity during plant development. Curr Opin Plant Biol 15: 523−529 
 
Breuninger H, Rikirsch E, Hermann M, Ueda M, Laux T (2008) Differential 
expression of WOX genes mediates apical−basal axis formation in the 
Arabidopsis embryo. Dev Cell 14: 867−876 
 
Brown J, Brown AP, Davis JB, Erickson D (1997) Intergeneric hybridization 
between Sinapis alba and Brassica napus. Euphytica 93: 163−168 
 
Burkart−Waco D, Josefsson C, Dilkes B, Kozloff N, Torjek O, Meyer R, 
Altmenn T, Comai L (2012) Hybrid incompatibility in Arabidopsis is 
determined by a multiple−locus genetic network. Plnat Physiol 158: 
801−812 
 
Burkart−Waco D, Ngo K, Dikes B, Josefsson C, Comai L (2013) Early 
disruption of maternal−zygotic interaction and activation of 
defense−like responses in Arabidopsis interspecific crosses. Plant Cell 
25: 2037−2055 
 
Bushell C, Spielman M, Scott RJ (2003) The basis of natural and artificial 
postzygotic hybridization barriers in Arabidopsis species. Plant Cell 15: 
1430−1442 
 
Capron A, Gourgues M, Neiva LS, Faure J−E, Berger F, Pagnussat G, 
Krishnan A, Alvarez−Mejia C, Vielle−Calzada JP, Lee Y−R, Liu B, 
 80 
Sundaresan V (2008) Maternal control of male−gamete delivery in 
Arabidopsis involves a putative GPI−anchored protein encoded by the 
LORELEI gene. Plant Cell 20: 3038−3049 
 
Ceccarelli S, Grando S, Maatougui M, Michael M, Slash M, Haghparast R, 
Rahmanian M, Taheri A, AL−Yassin A, Benbelkacem A, Labdi M, 
Mimoun H, Nachit M (2010) Climate change and agriculture paper; 
Plant breeding and climate changes. J Agri Sci 148: 627−637 
 
Chang SB and de Jong H (2005) Production of alien chromosome additions 
and their utility in plant genetics. Cytogenet Genome Res 109: 355−343 
 
Chapman LA and Goring DR (2010) Pollen−pistill interactions regulating 
successuful fertilization in the Brassicaceae. J Exp Bot 61: 1987−1999 
 
Cheng F, Wu J, Fang L, Wang X (2012) Syntenic gene analysis between 
Brassica rapa and other Brassicaceae species. Front Plant Sci 3: 198 
 
Coustham V, Li P, Strange A, Lister C, Song J, Dean C (2012) Quantitative 
modulation of Polycomb silencing underlies natural variation in 
vernalization. Science 337: 584−587 
 
Curie C, Cassin G, Couch D, Divol F, Higuchi K, Jean ML, Misson J, 
Schikora A, Czernic P, Mari S (2009) Metal movement within the plant: 
contribution of nicotianamine and yellow stripe 1−like transporters. 
Ann Bot 103: 1−11 
 
Doebley JF, Gaut BS, Smith BD (2006) The molecular genetics of crops 
domestication. Cell 29: 1309−1321 
 
 81 
Dresselhaus T, Lausser A, Márton ML (2011) Using maize as a model to 
study pollen tube growth and guidance, cross−incompatibility and sperm 
delivery in grasses. Ann Bot 108: 727−737 
 
Edwards K, Johnstone C, Thompson C (1991) A simple and rapid method for 
the preparation of plant genomic DNA for PCR analysis. Nucl Acids Res 
19: 1349 
 
Escobar−Restrepo J−M, Huck N, Kessler S, Gagliardini V, Gheyselinck J, 
Yang W−C and Grossniklaus U (2007) The FERONIA receptor−like 
kinase mediates male−female interactions during pollen tube reception. 
Science 317: 656−660 
 
Evans MMS and Kermicle JL (2001) Teosinte crossing barrier−1, a locus 
governing hybridization of teosinte with maize. Theor Appl Genet 103: 
259−265 
 
FitzJohn RG, Armstrong TT, Newstrom−Lloyd LE, Wilton AD, Cochrana M 
(2007) Hybridization within Brassica and allied genera: evaluation of 
potential for transgene escape. Euphytica 158: 209−230 
 
Flagel LE and Wendel JF (2009) Gene duplication and evolutionary novelty 
in plants. New Phytol 183: 557−564 
 
Francis NJ, Saurin AJ, Shao Z, Kingston RE (2001) Reconstitution of a 
functional core Polycomb repressive complex. Mol Cell 8: 545−556 
 
Gaeta RT, Pires JC, Iniguez−Luy F, Leon E, Osborn TC (2007) Genomic 
changes in resynthesized Brassica napus and their effect on gene 
expression and phenotype. Plant Cell 19: 3403−3417 
 82 
Gaeta RT, Yoo S−Y, Pires JC, Doerge RW, Jeffrey Chen Z, Osborn TC (2009) 
Analysis of gene expression in resynthesized Brassica napus 
allopolyploids using Arabidopsis 70mer oligo microarrays. PLoS one 4: 
e4760 
 
Garcia D, Saingery V, Chambrier P, Mayer U, Jürgens G, Berger F (2003) 
Arabidopsis haiku mutants reveal new controls of seed size by 
endosperm. Plant Physiol 131: 1661−1670 
 
Garcia D, Fitz Gerald JN, Berger F (2005) Maternal control of integument 
cell elongation and zygotic control of endosperm growth are coordinated 
to determine seed size in Arabidopsis. Plant Cell 17: 52−60 
 
Grossniklaus U, Vielle−Calzada J−P, Hoeppner MA, Gagliano WB (1998) 
Maternal control of embryogenesis by MEDEA, a polycomb group gene in 
Arabidopsis. Science 280: 446−450 
 
Guitton A−E, Page DR, Chambrier P, Lionnet C, Faure J−E, Grossniklaus U, 
Berger F (2004) Identification of new members of Fertilization 
Independent Seed Polycomb Group pathway involved in the control of 
seed development in Arabidopsis thaliana. Development 131: 2971−2981 
 
Guitton A−E and Berger F (2005) Loss of function of MULTICOPY 
SUPPRESSOR OF IRA 1 produces nonviable parthenogenetic embryos 
in Arabidopsis. Curr Biol 15: 750–754 
 
Haig D and Westoby M (1991) Genomic imprinting in endosperm: its effect 
on seed development in crosses between species, and between different 
ploidies of the same species, and its implications for the evolution of 
apomixis. Phil Trans R Soc Lond B 333: 1−14 
 83 
Harlan JR (1976) Genetic resouces in wild relatives of crops. Crop Sci 16: 
329−333 
 
Hamamura Y, Saito C, Awai C, Kurihara D, Miyawaki A, Nakagawa T, 
Kanaoka MM, Sasaki N, Nakano A, Berger F, Higashiyama T (2011) 
Live−cell imaging reveals the dynamics of two sperm cells during double 
fertilization in Arabidopsis thaliana. Curr Biol 21: 497−502 
 
Hehenberger E, Kradolfer D, Köhler C (2012) Endosperm cellularization 
defines an important developmental transition for embryo development. 
Development 139: 2031−2039 
 
Higashiyama T, Inatsigi R, Sakamoto S, Sasaki N, Mori T, Kuroiwa H, 
Nakada T, Nozaki H, Kuroiwa T, Nakano A (2006) Species 
preferentiality of the pollen tube attractant derived from synergid cell of 
Torenia fournieri. Plant Physiol 142: 481−491 
 
Higashiyama T (2010) Peptide signaling in pollen−pistil interactions. Plant 
Cell Physiol 51: 177−189 
 
Hiscock SJ and Dickinson HG (1993) Unilateral incompatibility within the 
Brassicaceae: futher evidence for the involvement of the 
self−incompatibility (S)−locus. Theor Appl Genet 86: 744−753 
 
Huh JH, Bauer MJ, Hsieh T−F, Fischer RL (2008) Cellular programming of 
plant gene imprinting. Cell 132: 735−744 
 
Huck N, Moore JM, Federer M, Grossniklaus U (2003) The Arabidopsis 
mutant feronia disrupts the female gametophytic control of pollen tube 
reception. Development 130: 2149−2159 
 84 
Inaba R and Nishio T (2002) Phylogenetic analysis of Brassiceae based on 
the nucleotide sequences of the S−locus related gene, SLR1. Theor Appl 
Genet 105: 1159−1165 
 
Innan H and Kondrashov F (2010) The evolution of gene duplications: 
classifying and distinguishing between models. Net Rev Genet 11: 
97−108 
 
Ishikawa R and Kinoshita T (2009) Epigenetic programming: the challenge 
to species hybridization. Mol Plant 2: 589−599 
 
Ishikawa R, Ohnishi T, Kinishita Y, Eiguchi M, Kurata N, Kinishita T 
(2011) Rice interspecific hybrids show precocious or delayed 
developmental transitions in the endosperm without change to the rate 
of syncytial nuclear division. Plant J 65: 798−806 
 
Johnston SA, den Nijs TPM, Peloquin SJ, Hanneman RE (1980) The 
significance of genic balance to endosperm development in interspecific 
crosses. Theor Appl Genet 57: 5−9 
 
Josefsson C, Dilkes B, Comai L (2006) Parent−dependent loss of gene 
silencing during interspecies hybridization. Curr Biol 16: 1322−1328 
 
Jullien PE, Katz A, Oliva M, Ohad N, Berger F (2006) Polycomb group 
complexes self−regulate imprinting of the Polycomb group gene MEDEA 
in Arabidopsis. Curr Biol 16: 486−492 
 
Jullien PE, Mosquna A, Ingouff M, Sakata T, Ohad N, Berger F (2008) 
Retinoblastoma and its binding partner MSI1 control imprinting in 
Arabidopsis. PLoS Genet 6: e194 
 85 
Kachroo A, Schopfer CR, Nasrallah ME, Nasrallah JB (2001) Allele−specific 
receptor−ligand interactions in Brassica self−incompatibility. Science 
293: 1824−1826 
 
Kanaoka MM, Kawano N, Matsubara Y, Susaki D, Okuda S, Sasaki N, 
Higashiyama T (2011) Identification and characterization of TcCRP1, a 
pollen tube attractant from Torenia concolor. Annal Bot 108: 739−747 
 
Kang I−H, Steffen JG, Portereiko MF, Lloyd A, Drews GN (2008) The 
AGL62 MADS domain protein regulates cellularization during 
endosperm development in Arabidopsis. Plant Cell 20: 635−647 
 
Karpechenko GD (1924) Hybrids of Raphanus sativus L. × Brassica 
oleracea L.. J Genet 14: 375−396 
 





Kaul MLH (1988) Male sterility in higher plants. Springer p1005 
 
Kerlan MC, Chèvre AM, Eber F, Baranger A, Renard M (1992) Risk 
assessment of outcrossing of transgenic rapeseed to related species:Ⅰ. 
Interspecific hybrid production under optimal conditions with emphasis 
on pollination and fertilization. Euphytica 64: 145−153 
 
Kermicle JL and Evans MMS (2010) The Zea mays sexual compatibility 
gene ga2: naturally occurring alleles, their distribution, and role in 
reproductive isolation. J Hered 101: 737−749 
 86 
Kessler SA, Shimosato−Asano H, Keinath NF, Wuest SE, Ingram G, 
Panstruga R, Grossniklaus U (2010) Conserved molecular components 
for pollen tube reception and fungal invasion. Science 330: 968−971 
 
Kinoshita T, Ikeda Y, Ishikawa R (2008) Genomic imprinting: a balance 
between antagonistic roles of parental chromosomes. Semin Cell Dev 
Biol 19: 574−579 
 
Kiyosue T, Ohad N, Yadegari R, Hannon M, Dinneny J, Wells D, Katz A, 
Margossian L, Harada JJ, Goldberg RB, Fischer RL (1999) Control of 
fertilization−independent endosperm development by the MEDEA 
polycomb gene in Arabidopsis. Proc Natl Acad. Sci. U S A. 96: 4186−4191 
 
Köhler C, Hennig L, Bouveret R, Gheyselinck J, Grossniklaus U, Gruissem 
W (2003) Arabidopsis MSI1 is a component of the MEA/FIE Polycomb 
group complex and required for seed development. EMBO J 22: 
4804−4814 
 
Köhler C, Page DR, Gagliardini V, Grossniklaus U (2004) The Arabidopsis 
thaliana MEDEA Polycomb group protein controls expression of 
PHERES1 by parental imprinting. Nat Genet 37: 28−30 
 
Köhler C and Villar CBR (2008) Programming of gene expression by 
Polycomb group proteins. Trends Cell Biol 18: 236−243 
 
Köhler C, Scheid OM, Erilova A (2010) The impact of the triploid block on 
the origin and evolution of polyploidy plants. Trends Genet 26: 142−148 
 
 87 
Köhler C and Kradolfer D (2011) Epigenetic mechanisms in the endosperm 
and their consequences for the evolution of flowering plants. Biochim 
Biophys Acta 1809: 438-443 
 
Kradolfer D, Hennig L, Köhler C (2013) Increased maternal genome dosage 
bypasses the requirement of the FIS polycomb repressive complex 2 in 
Arabidopsis seed development. PLoS Genet 9: e1003163 
 
Krolow KD (1970) Investigations on compatibility between wheat and rye. Z 
PXanzenzu chtg 64: 44−72 
 
Kumar A and McClure B (2010) Pollen−pistil interactions and the 
endomembrane system. J Exp Bot 61: 2001−2013 
 
Kunishige M and Hirata Y (1978) Studies on interspecific crosses of lilies: 
On the mixed−pollen method. Bull Hort Res Stat (Kurume) 1978: 80−85 
 
Lafon−Placette C and Köhler C (2014) Embryo and endosperm, partners in 
seed development. Curr Opin Plant Biol 17: 64−69 
 
Lamoureux D, Boeuf C, Regad F, Garsmeur O, Charmet G, Sourdille P, 
Lagoda P, Bemard M (2002) Comparative mapping of the wheat 5B short 
chromosome arm distal region with rice, relative to a crossability locus. 
Theor Appl Genet 105: 759−765 
 
Lein A (1943) The genetical basis of the crossability between wheat and rye. 
Z Indukt Abstamm Vererbungsl 81: 28−59 
 
Lelivelt CLC, Leunissen EHM, Frederiks HJ, Helsper JPFG, Krens FA 
(1993a) Tansfer of resistance to the beet cyst nematode (Heterodera 
 88 
schachtii Schm.) from Sinapis alba L. (white mustard) to the Brassica 
napus L. gene pool by means of sexual and somatic hybridization. Theor 
Aool Genet 85: 688−696 
 
Lelivelt CLC, Lange W, Dolstra O (1993b) Intergeneric crosses for the 
transfer of resistance to the beet cyst nematode from Raphanus sativus 
to Brassica napus. Euphytica 68: 111−120 
 
Leroy O, Hennig L, Breuninger H, Laux T, Köhler C (2007) Polycomb group 
proteins function in the female gametophyte to determine seed 
development in plants. Development. 134: 3639−3648 
 
Li F, Kitashiba H, Inaba K, Nishio T (2009) A Brassica rapa linkage map of 
EST−based SNP markers for identification of candidate genes 
controlling flowering time and leaf morphological traits. DNA Res 16: 
311−323 
 
Li N and Dickinson HG (2010) Balance between maternal and paternal 
alleles sets the timing of resource accumulation in the maize endosperm. 
Proc Biol Sci 277: 3−10 
 
Livak KJ and Schmittgen TD (2001) Analysis of relative gene expression 
data using real−time quantitative PCR and 2−ΔΔCt method. Methods 25: 
402−408 
 
Lukens LN, Pires JC, Leon E, Vogelzang R, Oslach L, Osborn T (2006) 
Patterns of sequence loss and cytosine methylation within a population 




Luo M, Bilodeau P, Dennis ES, Peacock WJ, Chaudhury A (2000) 
Expression and paretn−of−origin effects for FIS2, MEA and FIE in the 
endosperm and embryo of developing Arabidopsis seeds. Proc Natl Acad 
Sci USA 97: 10637−42 
 
Luo M, Dennis ES, Berger F, Peacock WJ, Chaudhury A (2005) MINISEED3 
(MINI3), a WRKY family gene, and HAIKU2 (IKU2), a leucine−rich 
repeat (LRR) KINASE gene, are regulators of seed size in Arabidopsis. 
Proc Natl Acad Sci USA 29: 17531−36 
 
Makarevich G, Villar CB, Erilova A, Köhler C (2008) Mechanism of 
PHERES1 imprinting in Arabidopsis. J Cell Sci 121: 906−912 
 
Margueron R and Reinberg D (2011) The Polycomb complex PRC2 and its 
mark in life. Nature 469: 343−349 
 
Matsubara S (1981) Overcoming the self−incompatibility of Lilium 
longiflorum Thunb. by application of flower−organ extract or 
temperature treatment of pollen. Euphytica 31: 97−103 
 
松澤 康男（1983）アブラナ属の種間交雑に関する研究 Ⅱ. Brassica oleracea 
とB. campestrisとの交雑親和性．育種学雑誌 33: 321−330 
 
Meinke D, Muralla R, Sweeney C, Dickerman A (2008) Identifying essential 
genes in Arabidopsis thaliana. Trends Plant Sci 13: 483−491 
 
Mun JH, Kwon SJ, Yang TJ, Kim HS, Choi BS, Baek S, Kim JS, Jin M, Kim 
JA, Lim MH, Lee SI, Kim HI, Kim H, Lim YP, Park BS (2008) The first 
generation of a BAC−based physical map of Brassica rapa. BMC 
Genomics 9: 280 
 90 
Murfett J, Strabala TJ, Zurek DM, Mou B, Beecher B, McClure BA (1996) S 
RNase and interspecific pollen rejection in the genus Nicotiana: 
multiple pollen−rejection pathway contribute to unilateral 
incompatibility between self−incompatible and self−compatible species. 
Plant Cell 8: 943−958 
 
Murray MG and Tohompson WF (1980) Rapid isolation of high molecular weight 
plant DNA. Nuc. Acid Res. 8: 4321-4325 
 
Nicotra AB, Atkin OK, Bonser SP, Davidson AM, Finnegan EJ, Mathesius U, 
Poot P, Purugganan MD, Richards CL, Valladares F, van Kleunen M 
(2010) Plant phenotypic plasticity in a changing climate. Trends Plant 
Sci 15: 684−692 
 
Nishiyama I and Yabuno T (1978) Causal relationships between the polar 
nuclei in double fertilization and interspecific cross−incompatibility in 
Avena. Cytologia 43: 453−466 
 
Ohad N, Yadegari R, Margossian L, Hannon M, Michaeli D, Harada JJ, 
Goldberg RB, Fischer RL (1999) Mutation in FIE, a WD Polycomb group 
gene, allow endosperm development without fertilization. Plant Cell 11: 
407−415 
 
Okuda S, Tsutsui H, Shiina K, Sprunck S, Takeushi H, Yui R, Kasahara RD, 
Hamamura Y, Mizukami A, Susaki D, Kawano N, Sakakibara T, Namiki 
S, Itoh K, Otsuka K, Matsuzaki M, Nozaki H, Kuroiwa T, Nakano A, 
Kanaoka MM, Dresselhaus T, Sasaki N, Higashiyama T (2009) 
Defensin−like polypeptide LUREs are pollen tube attractants secreted 
from synergid cells. Nature 19: 357−361 
 
 91 
Palanivelu R and Preuss D (2006) Distinct short−range ovule signals 
attract or repel Arabidopsis thaliana pollen tubes in vitro. BMC Plant 
Biol 6: 7 
 
Palovaara J, Saiga S, Weijers D (2013) Transcriptomics approaches in the 
early Arabidopsis embryo. Trends Plant Sci 18: 514−521 
 
Patton DA, Schetter AL, Franzmann LH, Nelson K, Ward ER, Meinke DW 
(1998) An embryo−defective mutant of Arabidopsis disrupted in the final 
step of biotin synthesis. Plant Physiol 116: 935−946 
 
Peterka H, Budahn H, Schader O, Ahne R, Schiitze W (2004) Transfer of 
resistance against the beet cyst nematode from radish (Raphanus 
sativus) to rape (Brassica napus) by monosomic chromosome addition. 
Theor Appl Genet 109: 30−41 
 
Prakash S (1973) Artificial synthesis of Brassica juncea Coss. Genetica 44: 
249−263 
 
Qian W, Liao B−Y, Chang AY−F, Zhang J (2010) Maintenance of duplicate 
genes and their functional redundancy by reduced expression. Trends 
Genet 26: 425−430 
 
Riley R and Chapman V (1967) The inheritance in wheat of crossability with 
rye. Genet Res 9: 259−267 
 
Ronceret A, Gadea−Vacas J, Guilleminot J, Lincker F, Delorme V, Lahmy S, 
Pelletier G, Chabouté M−E, Devic M (2008) The first zygotic division in 
Arabidopsis requires de novo transcription of thymidylate kinase. Plant 
J 53: 776−789 
 92 
Rotman N, Rozier F, Rozier F, Boavida L, Dumas C, Berger F, Faure J−E 
(2003) Female control of male gamete delivery during fertilization in 
Arabidopsis thaliana. Current Biology 13: 432−436 
 
Roy SJ, Tucker EJ, Tester M (2011) Genetic analysis of abiotic stress 
tolerance in crops. Curr Opin Plant Biol 14: 232−239 
 
Sabelli PA, Dante RA, Leiva−Neto JT, Jung R, Gordon−Kamm WJ, Larkins 
BA (2005) RBR3, a member of the retinoblastoma−related family from 






Schatlowski N and Köhler C (2012) Tearing down barriers: understanding 
the molecular mechanisms of interploidy hybridizations. J Exp Bot 63: 
6059−6067 
 
Schopfer CR, Nasrallah ME, Nasrallah JB (1999) The male determinant of 
self−incompatibility in Brassica. Science 286: 1697−1700 
 
Scott RJ, Spielman M, Bailey J, Dickinson HG (1998) Parent−of−origin 
effects on seed development in Arabidopsis thaliana. Development 125: 
3329−3341 
 
Shellhammer J and Meinke D (1990) Arrested embryos from the bio1 
auxotroph of Arabidopsis thaliana contain reduced levels of biotin. Plant 
Physiol 93: 1162−67 
 
 93 
Shiba H, Takayama S, Iwano M, Shomosato H, Funato M, Nakagawa T, Che 
FS, Suzuki G, Watanabe M, Hinata K, Isogai A (2001) A pollen coat 
protein, SP11/SCR, determines the pollen S-specificity in the 
self-incompatibility of Brassica species. Plant Physiol 125: 2095－2103 
 
Shiokai S, Shirasawa K, Sato Y, Nishio T (2010) Improvement of the 
dot-blot-SNP technique for efficient and cost-effective genotyping. Mol 
Breed 25: 179－185 
 
Sørensen MB, Mayer U, Lukowitz W, Robert H, Chambrier P, Jürgens G, 
Somerville C, Lepiniec L, Berger F (2002) Cellularization in the 
endosperm of Arabidopsis thaliana is coupled to mitosis and shares 
multiple components with cytokinesis. Development 129: 5567−76 
 
Szadkowski E, Eber F, Huteau V, Lode M, Huneau C, Belcram H, Coriton O, 
Manzanares−Dauleux MJ, King GJ, Chalhoub B, Jenczewski E, Chevre 
A−M (2010) The first meiosis of resynthesized Brassica napus, a genome 
blemder. New phytol 186: 102−112 
 
Takasaki T, Hatakeyama K, Suzuki G, Watanabe M, Isogai A, Hinata K 
(2000) The S receptor kinase determines self−incompatibility in 
Brassica stigma. Nature 403: 913−916  
 
Takayama S, Shiba H, Iwano M, Shimosato H, Che F−S, Kai N, Watanabe M, 
Suzuki G, Hinata K, Isogai A (2000) The pollen determinant of 




Takayama S, Shimosato H, Shiba H, Funato M, Che F−S, Watanabe M, 
Iwano M, Isogai A (2001) Direct ligand−receptor complex interaction 
controls Brassica self−incompatibility. Nature 413: 534−538 
 
Takeuchi H and Higashiyama T (2011) Attraction of tip−growing pollen 
tubes by the female gametophyte. Curr Opin Plant Biol 14: 614−621 
 
Takeuchi H and Higashiyama T (2012) A species−specific cluster of 
defensin−like genes encodes diffusible pollen tube attractants in 
Arabidosis. PLoS Biol 10: e1001449 
 
Tanksley SD and McCouch SR (1997) Seed banks and molecular maps: 
unlocking genetic potential from the wild. Science 277: 1063−66 
 
Tixier MH, Sourdille P, Charmet G, Gay G, Jaby C, Cadalen T, Bernard S, 
Nicolas P, Bernard M (1998) Detection of QTLs for crossability in wheat 
using a doubled−haploid population. Theor Appl Genet 97: 1076−1082 
 
Tzafrir I, Dickerman A, Brazhnik O, Nguyen Q, McElver J, Frye C, Patton D, 
Meinke D (2003) The Arabidopsis SeedGeens project. Nucleic Acids Res 
31: 90−93 
 
U N (1935) Genome analysis in Brassica with special reference to the 
experimental formation of B. napus and peculiar mode of fertilization. 
Jpn J Bot 7: 389−452 
 
Udagawa H, Ishimaru Y, Li F, Sato Y, Kitashiba H, Nishio T (2010) Genetic 
analysis of interspecific incompatibility in Brassica rapa. Theor Appl 
Genet 121: 689−696 
 
 95 
Ueda M, Zhang Z, Laux T (2011) Transcriptional activation of Arabidopsis 
axis patterning genes WOX8/9 links zygote polarity to embryo 
development. Dev Cell 20: 264−270 
 
van Ooijen JW (2006) JoinMap, software for the calculation of genetic likage 
maps (Kyazma BV, Wageningen, The Netherlands) Version 4. 
 
Van Tuly JM, Straathof TP, Bino RJ, Kwakkenbos AAM (1988) Effect of 
three pollination methods on embryo development and seedset in intra− 
and interspecific crosses between seven Lilium species. Sex Plant 
Reprod 74: 115−126 
 
Van Tuyl JM, Van Dien MP, Van Creij MGM, Van Kleinwee TCM, Franken 
J, Bino RJ (1991) Application of in vitro pollination, ovary culture and 
embryo rescue for overcoming incongruity barriers in interspecific 
Lilium crosses. Plant Sci 74:115−126 
 
Walia H, Jossefsson C, Dikes B, Kirkbride R, Harada J, Comai L (2009) 
Dosage−dependent deregulation of an AGAMOUS−LIKE gene cluster 
contributes to interspecific incompatibility. Curr Biol 19: 1128−1132 
 
Wang Y−P, Sonntag K, Rudloff E, Chen J−M (2005) Intergeneric somatic 
hybridization between Brassica naus L. and Sinapis alba L.. J Integr PI 
Biol 47: 84−91 
 
Wang et al. The Brassica rapa Genome Sequencing Project Consortium. 
(2011) The genome of the mesopolyploid crop species Brassica rapa. Nat 
Genet 43: 1035−39 
 
 96 
Warwick SI, Simard MJ, Légère A, Beckie HJ, Braun L, Zhu B, Mason P, 
Séguin−Swartz G (2003) Hybridization between transgenic Brassica 
napus L. and its wild relatives: Brassica rapa L., Raphanus 
raphanistrum L., Sinapis arvensis L., and Erucastrum gallicum (Willd.) 
O.E. Schulz. Theor Appl Genet 107: 528−539 
 
Warwick Si, Francis A, Gugel PK (2009) Guide to Wild Germplasm of 
Brassica and Allied Crops (tribe Brassiceae, Brassicaceae) 3rd Edition. 
Available at : 
http://www.brassica.info/info/publications/guide−wild−germplasm.php 
 
Xing GM, Long MH, Tanaka S, Fujieda K (1989) Clubroot resistance in 
Brassicoraphanus (hybrid of cabbage 9 radish). Plant Dis 33: 189−194 
 
Yan Z, Tian Z, Huang B, Huang R, Meng J (1999) Production of somatic 
hybrids between Brassica oleracea and the C3−C4 intermediate species 
Moricandia nitens. Theor Appl Genet 99: 1281−86 
 
Yang Y−W, Tai P−Y, Chen Y, Li W−H (2002) A study of the phylogeny of 
Brassica rapa, B. nigra, Raphanus sativus, and their related genera 
using noncoding regions of chloroplast DNA. Mol Phylogenet Evol 23: 
268−275 
 
Zamir D (2001) Improving plant breeding with exotic genetic libraries. Nat 
Rev Genet 2: 983−989 
 
Zheng Y, Luo M, Yen C, Yang J (1992) Chromosome location of a new 
crossability gene in common wheat. Wheat Inf Serv 75: 36−40 
 
 
 97 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜Supplemental Table＞ 
 
B. rapaの連鎖地図に座乗したDNAマーカー情報 
 
 98 
 
 
 
 99 
 
 
 
 100 
 
 
 
 101 
 
 
 
 102 
 
 
 
 103 
 
